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Probenzubereitungseinheit 

Die vorliegende Erfindvmg betrifft eine Einheit zur Zubereitung von Reaktionsmischungen, 
insbesondere von Polynukleotiden fur eine chemische Reaktion wie die PCR-Reaktion (Po- 
lymerase Chain reaction), sowie ein Verfahren zur Zubereitung derartiger Reaktionsmischun- 
gen unter Verwendung einer solchen Einheit. 

Die Isolierung und Analyse von Polynukleotiden wie DNA und RNA spielt eine zentrale Rol- 
le in der mikrobiologischen und genetischen Diagnostik. Fur die Identifizierung von Genen in 
Zellen, von Bakterien oder Viren in einer Probe oder die Erkennung von Mutationen ist eine 
Isolierung und/oder Reinigung der Polynukleotide erforderlich, um zuverlassige Ergebnisse 
zu erhalten. 

Herkommliche Verfahren zur Zubereitung von polynukleotidhaltigen Proben umfassen den 
Schritt der Lyse von zu untersuchenden Zellen, und die nachfolgende Trennung storender 
Zellbestandteile von den Polynukleotiden. Die bekannten Trennverfahren lassen sich in zwei 
allgemeine Kategorien einordnen. Bei der einen Kategorie von Trennverfahren wird eine po- 
lynukleotidhaltige Losung dadurch gereinigt, dass storende Bestandteile durch beispielsweise 
Ausfallung und/oder Zentrifugation von den Polynukleotiden abgetrennt werden (Fliissigpha- 
senreinigung). Bei der anderen Kategorie von Trennverfahren werden die Polynukleotide an 
einen festen Trager gebunden und die storenden Bestandteile der Probe durch Auswaschen 
mit geeigneten LSsungsmitteln entfernt (Festphasenreinigung). 

Die gangigsten Verfahren der Flussigphasenreinigung von Polynukleotidproben beinhalten 
die folgenden 3 Schritte: 

1. Lyse von Zellen zur Freisetzung der Polynukleotide 

2. Abtrennung stQrender Bestandteile der Probe aus dem fliissigen Gemisch 

3. Aufkonzentrierung des verbleibenden Gemisches (z.B. durch alkoholische Fallung) 
und erneutes in Losung bringen der Polynukleotide 

Der zweite Schritt kann beispielsweise durch Zentrifugation, Extraktion mit organischen L6- 
sungsmitteln, Ausfallung oder Chromatographic erfolgen. 
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Die gangigsten Verfahren der Festphasenreinigung von Polynukleotidproben beinhalten die 
folgenden 3 Schritte: 

1 . Lyse von Zellen zur Freisetzung der Polynukleotide 

2. Binden der Polynukleotide an einen festen Trager 

3. Entfernen von storenden Bestandteilen der Probe durch Waschen mit geeigneten L6- 
sungsmitteln 

4. Eluieren der Polynukleotide vom festen Trager 

Als fester Trager werden beispielsweise Membranfilter, Metalloxide, Latex-Partikel oder ma- 
gnetische Kugeln vorgeschlagen. 

Die vorstehend beschriebenen Verfahren weisen einige Nachteile auf. In der Regel sind meh- 
rere Verfahrensschritte in unterschiedlichen Vorrichtungen durchzufuhren. Zudem verlangen 
diese Verfahren den Einsatz von verschiedenen, teilweise nicht unbedenklichen Losungsmit- 
teln wie Phenolen oder halogenierten Losungsmitteln. Die herkommlichen Verfahren sind 
zeitraubend, kompliziert und verlangen den Einsatz von Stoffen zur Reinigung, die nachtrag- 
lich moglichst quantitativ wieder entfernt werden mtissen, da sie nachtragliche chemische 
Reaktionen wie die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) beziehungsweise die nachfolgende 
Analyse der Reaktionsmischungen behindern. 

Es sind Versuche beschrieben, das Verfahren zur Zubereitung polynukleotidhaltiger Reakti- 
onsgemische insbesondere fur die PCR zu vereinfachen. In der WO 99/39009 ist ein Verfah- 
ren beschrieben, bei dem in einer Einheit die aufzureinigende Probe zunachst mit einem fes- 
ten Trager in Kontakt gebracht wird. An diesem festen Trager, beispielsweise eine Membran 
oder ein Filter, ist ein Lysemittel gebunden. Die Lyse erfolgt somit an diesem festen Trager. 
Anschliessend wird die in dem Gemisch enthaltene DNA aufgereinigt, indem das Gemisch 
mit einem DNA-Aufreinigungsmittel wie einem organischen Losungsmittel behandelt wird. 
Fiir den Fall, dass die DNA hierbei an einem festen Trager gebunden ist, wird das Polynukle- 
otid anschliessend von dem Trager eluiert. Bei diesem Verfahren ist ein Reinigen des Reakti- 
onsgemisches mit organischen Reagenzien erforderlich. Zudem wird als Eluiermittel eine 
Zusammensetzung verwendet, die einen Chelatbildner enthalt. Derartige Substanzen storen 



WO 2005/007882 



PCT/EP2004/007284 



3 

die PCR und eine nachfolgende Detektion in einem erheblichen Masse beziehungsweise ver- 
hindern derartige Folgeschritte vollstandig. 

In der WO 95/02049 ist ein Verfahren beschrieben, bei dem in einer Einheit eine zu analysie- 
rende Probe zunachst filtriert wird, um fliissige Bestandteile abzutrennen. Anschliessend wer- 
den die auf dem Filter gesammelten Zellen resuspendiert und lysiert. Die lysierte Mischung 
wird anschliessend in eine zweite Kartuschenkammer filtriert. Das gefilterte Lysat wird in 
dieser Kammer unter Bedingungen auf eine feste Matrix gebracht, unter denen es zu einer 
Bindung der DNA an die feste Matrix kommt. Bei der festen Matrix handelt es sich gemass 
den Beispielen der WO 95/02049 um ein Ionenaustauscherharz. Dieses Harz wird in der zwei- 
ten Kammer der Kartusche in Form einer Suspension bereitgestellt. Die Suspension wird mit 
Waschlosungen behandelt, um storende Bestandteile abzutrennen und durch einen Filter zu 
entfemen. Anschliessend wird die DNA mit einem Eluiermittel von der Matrix entfernt und 
ebenfalls durch den Filter aus der Kartusche herausgespult. Bei diesem Verfahren mtissen 
somit ebenfalls mehrere verschiedene Losungen zum Suspendieren und Waschen des Reakti- 
onsgemisches verwendet werden. 

Allen vorstehend beschriebenen Verfahren ist zu eigen, dass sie nur ein gereinigtes Poly- 
nukleotid bereitstellen. Es ist kein Verfahren beziehungsweise keine Kartusche beschrieben, 
durch welche(s) eine vollstandige Reaktionsmischung fur die PCR in einem einzigen Arbeits- 
vorgang bereitgestellt werden kann. 

Es war die Aufgabe der vorliegenden Erfindung, eine Einheit und ein Verfahren bereitzustel- 
len, um eine polynukleotidhaltige Reaktionsmischung fur die PCR auf einfache Weise aus 
einer biologischen Probe bereitzustellen. 

Die vorstehende Aufgabe wird gemass der vorliegenden Erfindung durch eine, Zusammenset- 
zung zur Durchflihrung einer chemischen Reaktion, einer Einheit beziehungsweise ein Ver- 
fahren sowie eine Vorrichtung wie in den unabhangigen Anspriichen definiert geldst. 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Einheit, vorzugsweise eine Kartusche zur Zubereitung 
von Reaktionsgemischen fur chemische Reaktionen, insbesondere ftir die Polymerase- 
Kettenreaktion, umfassend einen Einlass und einen Auslass sowie mindestens einen Trager, 
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vorzugsweise eine Membran, dadurch gekennzeichnet, dass an mindestens einen Trager eine 
nachstehend genauer definierte Zusammensetzung in fester Form gebunden ist, welche zur 
Durchfiihrung der chemischen Reaktion erforderliche Substanzen enthalt. 

Die erfindungsgemasse Einheit hat den Vorteil, dass in einem einfachen vind schnellen Ar- 
beitsvorgang ein Reaktionsgemisch fiir eine chemische Reaktion bereitgestellt werden kann. 
Die zu analysierende Substanz wird in den Einlass der Einheit gegeben. Beim Durchtritt 
durch den in der Einheit befindlichen Trager, bei welchem es sich vorzugsweise um eine 
Membran handelt, wird die Substanz mit einer nachstehend genauer definierten Zusammen- 
setzung vermischt, welche vorzugsweise an der Unterseite einer Membran bereitgestellt ist. 
Aus dem Auslass der Einheit tritt somit das fertige Reaktionsgemisch aus. Bei der Zusam- 
mensetzung handelt es sich erfindungsgemSss bevorzugt um ein Lyophilisat. 

Die vorliegende Erfindung ist nicht auf eine bestimmte Art von Probenzubereitungseinheit 
eingeschrankt. Grundsatzlich sind von der vorliegenden Erfindung samtliche Einheiten um- 
fasst, in welchen eine Probe in Kontakt mit einem Trager kommen kann, an den eine Zusam- 
mensetzung gebunden ist. ErfindungsgemSss bevorzugt sind Einheiten, die in vertikaler Rich- 
tung von der Probe durchstrSmt werden kOnnen. Erfindungsgemass besonders bevorzugt ist 
die Einheit eine Kartusche. 

Gem&ss der vorliegenden Erfindung ist unter einem Trager jedes feste Material zu verstehen, 
an welches die Zusammensetzung gebunden werden kann. Beispielsweise kann der Trager 
eine Membran, eine oder mehrere Kugeln oder eine lockere Schicht sein. Erfindungsgemass 
bevorzugt ist der Trager eine Membran. Unter einer Membran soil gemass der vorliegenden 
Erfindung eine fur Flussigkeiten und Feststoffe wenigstens teildurchlassige Wand oder Dttnn- 
schicht zu verstehen sein. Besonders bevorzugt ist die Membran ein Filter. 

Der Durchtritt der Probe durch die Einheit kann durch Anlegen eines Uberdrucks bezie- 
hungsweise Unterdrucks an die Einheit beschleunigt werden. Dies kann durch Bereitstellung 
entsprechender Offhungen in der Einheit erreicht werden. Soli beispielsweise mit Hilfe von 
Uberdruck die Probe schneller durch die Membran gedriickt werden, ist eine Offiiung zum 
Anlegen eines Uberdrucks im Bereich der Einheit vom Einlass bis zur Membran bereitzustel- 
len. Bei der Offhung kann es sich auch um den Einlass der Einheit selbst handeln. An diese 



WO 2005/007882 



PCT/EP2004/007284 



5 

Offhung kann ein Gerat zur Erzeugung eines Uberdrucks an die Einheit angeschlossen wer- 
den. Beispielsweise kann es sich bei diesem Gerat urn eine herkommliche Pumpe handeln. Es 
kann aber auch eine Spritze angebracht werden, mit deren Hilfe Luft in die Einheit gedriickt 
werden kann. Soil mit Hilfe von Unterdruck die Probe schneller durch die Membran gezogen 
werden, ist eine Offhung zum Anlegen eines Unterdrucks im Bereich der Einheit von der 
Membran bis zum Auslass der Einheit bereitzustellen. An diese Offhung kann ein Gerat zur 
Erzeugung eines Unterdrucks an die Einheit angeschlossen werden. Beispielsweise kann es 
sich bei diesem Gerat urn eine herkommliche Vakuumpumpe handeln. Es kann aber auch eine 
Spritze angebracht werden, mit deren Hilfe Luft aus der Einheit gezogen werden kann. Die 
anzulegende Druckerhohung beziehungsweise Druckerniedrigung kann vom Fachmann leicht 
bestimmt werden. 

Gemass der vorliegenden Erfindung ist unter einer Probe die zu verarbeitende Zusammenset- 
zung zu verstehen. Diese enthalt im Fall der Zubereitung von Reaktionsgemischen fur eine 
PCR Polynukleotide. Die Probe kann Korperflussigkeit, beispielsweise Blut oder Speichel, 
Pflanzensaft oder eine ahnliche biologische Quelle oder eine synthetische Zusammensetzung 
sein. 

Ein Reaktionsgemisch fur die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) enthalt beispielsweise neben 
dem zu amplifizierenden Polynukleotid wie DNA das Enzym Polymerase zur Katalysierung 
der Amplifizierungsreaktion, Desoxyribonukleotidtriphosphate (dNTPs) als Bausteine der zu 
synthetisierenden Polynukleotide, Oligonukleotid-Primer zur Auslosung der Reaktion sowie 
gegebenenfalls weitere Stoffe wie Puffer. Die herkommliche Zubereitung eines Reaktionsge- 
misches ftir die PCR nimmt aufgrund des sorgfaltigen Abmessens der Mengen der zahlrei- 
chen Bestandteile und des Vermischens nicht unerheblich Zeit in Anspruch. Dieser Zeit- und 
Arbeitsaufwand entfallt bei der erfindungsgemassen Einheit und dem erfindungsgemassen 
Verfahren. 

Die erfmdungsgemasse Einheit kann tiber einen langen Zeitraum bei Raumtemperatur (25°C) 
gelagert werden. Sie ist ftir den einmaligen Gebrauch vorgesehen. 

Bei bestimmten biologischen Proben wie Blutproben muss vor dem Vermischen mit den ttbri- 
gen Bestandteilen des Reaktionsgemisches ftir die PCR das Polynukleotid durch Lyse aus den 
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Zellen freigesetzt und von den anderen storenden Bestandteilen der biologischen Probe gerei- 
nigt werden. Dies kann mit Hilfe einer weiteren Ausftthrungsform der erfindungsgemassen 
Einheit ebenfalls in einem Arbeitsschritt auf einfache Weise durchgeftihrt werden. Gemass 
der vorliegenden Erfmdung werden hierfllr in der Einheit zwischen dem Einlass und dem 
Trager, an welchen die Zusammensetzung gebunden ist, zusatzlich 1 oder mehrere Membra- 
nen oder Trager, vorzugsweise 4 Membranen bereitgestellt. Diese Trager, vorzugsweise 
Membranen, sind vorzugsweise so angeordnet, dass sich ihre Porengrosse mit zunehmender 
Entfernung vom Einlass der Einheit verkleinert. Auf diese Weise kann eine schrittweise Ab- 
trennung immer kleinerer Bestandteile von der Probe erfolgen, ohne dass die Gefahr einer 
Verstopfung einer Membran besteht. Eine weitergehende Reinigung kann erreicht werden, 
wenn in einem Zwischenraum zwischen zwei Membranen eine Festkorper absorbierende Sub- 
stanz wie beispielsweise Aerosil bereitgestellt wird. 

Gemass einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung ist einer der zusatz- 
lichen Trager so ausgebildet, dass sich Polynukleotide an ihm binden. Dies kann beispielswei- 
se durch Bereitstellung entsprechender funktioneller Gruppen an einer Membran erfolgen. 
Erfmdungsgemass bevorzugt werden an einer Membran funktionelle Gruppen bereitgestellt, 
die eine positive Ladung tragen und/oder ausbilden konnen. Als Beispiel seien Aminogruppen 
wie die Diethylaminoethylgruppe genannt. Andere Probenbestandteile k6nnen dann von den 
Polynukleotiden abgetrennt werden. Die Polynukleotide werden anschliessend mit Hilfe eines 
Eluiermittels von dem Trager, vorzugsweise der Membran eluiert . Grundsatzlich kann das 
Eluiermittel durch den Einlass oder eine beliebige andere in der Einheit vorhandene Offhung 
oberhalb des vorstehenden Tragers in die Einheit eingefuhrt werden. Erfmdungsgemass be- 
vorzugt umfasst die Einheit jedoch eine Einheit zur Zuftihrung einer Flussigkeit wie dem Elu- 
iermittel. Diese Einheit weist einen Vorratsbehalter auf, in welchem das Eluiermittel gelagert 
ist. Der Vorratsbehalter ist vom Innenraum der Einheit durch eine Membran getrennt. Bei 
intakter Membran ist ein Eintritt des Eluiermittels in die Einheit nicht moglich. Durch Anle- 
gen eines Unterdrucks kann diese Membran zerstort werden, wodurch das Eluiermittel in die 
Einheit gelangt. 

Bei den in der Einheit enthaltenen Membranen handelt es sich erfmdungsgemass bevorzugt 
urn Filter, d.h. urn zur Filtration geeigneten Werkstoffen. Jeder herkommlich verwendete Fil- 
ter kann grundsatzlich fur die erfindungsgemasse Einheit verwendet werden. Die Filter kon- 
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nen beispielsweise aus Cellulose, Cellulosederivaten wie Celluloseacetat, beispielsweise Zeo- 
lith, Kunststoffen wie Polyamiden, beispielsweise Nylon, Polysulfonen oder halogenierten 
Polymeren, beispielsweise Polytetrafluorethylen oder Polyvinylchlorid, gefertigt sein. Vor- 
zugsweise weisen die in der erfindungsgemassen Einheit verwendeten Filter Porengrossen in 
einem Bereich von einschliesslich 5 nm bis einschliesslich 0,2 y.m, vorzugsweise 0,3 bis 0,9 
Urn auf. Als Limitierung ist bei einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfin- 
dung zu beriicksichtigen, dass sich die Porengrosse der verwendeten Filter mit grosserem Ab- 
stand vom Einlass der Einheit graduell verringern soil. 

Der Trager, der zur Bindung von Polynukleotiden vorgesehen ist, ist vorzugsweise ein Filter 
und muss so ausgebildet sein, dass er uber Wechselwirkungen mit Polynukleotiden diese Sub- 
stanzen binden kann. Es konnen hierfur beispielsweise ionische Wechselwirkungen oder van 
der Waals-Krafte ausgenutzt werden. Erfindungsgemass bevorzugt werden ionische Wech- 
selwirkungen herangezogen. Polynukleotide sind bei physiologischem pH-Wert negativ gela- 
dene Molekule. Durch Bereitstellung von funktionellen Gruppen auf einer Membran, welche 
eine positive Ladung besitzen und/oder ausbilden konnen, kann die gewtinschte Bindung der 
Polynukleotide an die Membran erreicht werden. Es konnen hierfur herkommliche Kationen- 
Austauscherharze als Material fur den Filter oder zur Impragnierung eines Filters aus einem 
der vorstehend aufgefiihrten Materialien verwendet werden. Erfindungsgemass bevorzugt 
weist diese Membran Aminogruppen wie Diethylaminoethyl-(DEAE)-Gruppen auf. 

Gemass einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung konnen eine oder 
mehrere der vorstehend beschriebenen Membranen oder Trager mit einer Substanz imprag- 
niert sein, welche die Oberflachenspannung von Fltissigkeiten erhShen kann. Dies fiihrt einer- 
seits zu einem zusatzlichen Filtereffekt und andererseits zu einem besseren Fliessverhalten 
des Reaktionsgemisches. Es konnen alle Substanzen eingesetzt werden, die den entsprechen- 
den Effekt auf die Oberflachenspannung ausuben und zur Impragnierung einer Membran ge- 
eignet sind. Erfindungsgemass bevorzugt werden hierfur polymere Siliciumverbindungen 
verwendet. Erfindungsgemass besonders bevorzugt werden Polydimethylsiloxane wie Dime- 
ticon® eingesetzt. 
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Fiir den Fall, dass Einheiten zur Aufreinigung der Probe vorhanden sind, umfasst die erfin- 
dungsgemasse Einheit weiterhin einen Abfallbehalter zur Aufhahme der Probenbestandteile, 

die nicht in das Reaktionsgemisch gelangen sollen. Mit Hilfe einer Reguliereinheit wie einem 
Dreiwegehahn kann wahlweise Substanz tiber entsprechend bereitgestellte Zufuhrungsleitun- 
gen in den Abfallbehalter oder in eine Auffangvorrichtung fur das Reaktionsgemisch geleitet 
werden. 

Wenn eine Lyse erforderlich ist, kann diese wahlweise durch Zugabe eines Lysemittels durch 
den Einlass oder eine beliebige andere vorhandene Offhung der Einheit zur Probe oder durch 
Kontaktieren der Probe mit einer mit Lysemittel impragnierten Membran erfolgen. 

Bei alien Ausftlhrungsformen der vorliegenden Erfindung kann oberhalb des Einlasses eine 
Kapillare bereitgestellt sein. Dadurch kann ein definiertes Volumen einer fliissigen Probe in 
die Einheit eingefuhrt werden. 

Die erfindungsgemasse Einheit kann aus jedem herkommlichen fur derartige Einheiten ver- 
wendeten Material gefertigt sein. Erfindungsgemass bevorzugt ist die Verwendung von Glas 
als Material fur die Wande der Einheit. 

Die erfindungsgemasse Einheit hat typischerweise eine Grosse von etwa 3 cm. 

Gemass der vorliegenden Erfindung wird weiterhin ein Verfahren zur Zubereitung von Reak- 
tionsgemischen fiir chemische Reaktionen, insbesondere fiir die Polymerase-Kettenreaktion, 
bereitgestellt, umfassend die Schritte: 

a) Einfuhren einer Probe in die Einheit gemass einem der Anspriiche 1 bis 14; 

b) Durchtritt der Probe durch einen Trager, vorzugsweise eine Membran, an welche eine 
nachstehend genauer definierte Zusammensetzung gebunden ist, die zur Durchfuhrung 
der chemischen Reaktion erforderliche Substanzen enthalt, so dass das fertige Reakti- 
onsgemisch aus dem Auslass der Einheit austritt. 

Auf diese Weise kann ein Reaktionsgemisch innerhalb eines kurzen Zeitraums von typi- 
scherweise 3 bis 5 Minuten bereitgestellt werden. Die insbesondere bei der PCR zeitaufwen- 
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dige und arbeitsintensive Herstellung des Reaktionsgemisches mit zahlreichen Mess-, Pipet- 
tier-, Verdiinnungs- und Mischschritten entfallt beim erfindungsgemassen Verfahren. Das 
Reaktionsgemisch mit Ausnahme der zu analysierenden Polynukleotide wird in Form einer 
Zusammensetzung in fester Form auf einem Trager, vorzugsweise einer Membran bereitge- 
stellt. Vorzugsweise handelt es sich bei der Zusammensetzung urn ein Lyophilisat. Diese ent- 
halt im Fall eines Reaktionsgemisches fur die PCR das Enzym DNA-Polymerase zur Kataly- 
sierung der Amplifizierungsreaktion, Desoxyribonukleotidtriphosphate (dNTPs) als Bausteine 
der zu synthetisierenden Polynukleotide, Oligonukleotid-Primer zur Auslosung der Reaktion 
sowie gegebenenfalls weitere StofFe wie Puffer. Erfindungsgemass konnen hierfur grundsatz- 
lich alle Reaktionsmischungen verwendet werden, die sich lyophilisieren lassen. Als Beispiel 
seien die in der US-5,861,251 und US-6,153,412 beschriebenen Zusammensetzungen ge- 
nannt. 

Eine erfindungsgemass bevorzugt einsetzbare Zusammensetzung fur eine PCR ist die nach- 
folgend beschriebene Mischung. Diese enthalt eine Polymerase, beispielsweise DNA- 
Polymerase, vorzugsweise Taq-Polymerase. Taq-Polymerase ist eine aus dem Organismus 
Thermos aquaticus stammende DNA-Polymerase und ist die am schnellsten amplifizierende 
Polymerase. 

Die Art der verwendeten Polymerase ist abhangig von der zu amplifizierenden Substanz. Dem 
Fachmann sind die entsprechenden Polymerasen fur die jeweiligen Targets bekannt. 

Die Polymerase wird in einer Stammlosung vorgegeben, welche zusatzlich eine Pufferlosung, 
vorzugsweise Tris-Puffer mit einem pH-Wert von 8,3 und Rinderserumalbumin (BSA) ent- 
halt. 

Die Stammlosung wird anschliessend mit einer Pufferlosung, mindestens einem Alkali- 
und/oder Erdalkalimetallhalogenid, den entsprechenden Desoxyribonukleotidtriphosphaten 
(dNTPs), mindestens einem Primer, einem Stabilisator sowie Stoffen zur Detektion des Reak- 
tionsprodukts und gegebenenfalls weiteren Zusatzstoffen versetzt. Die Losung wird anschlies- 
send gegebenenfalls mit Wasser verdtinnt. 
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Die Pufferlosung ist vorzugsweise Tris-Puffer mit einem pH-Wert von 8,3. Daneben enthalt 
die Pufferlosung vorzugsweise Rinderserumalbumin (BSA) und MgCl 2 . Der Pufferlosung 
konnen zudem zusatzliche Substanzen wie beispielsweise Ficoll zugegeben werden. 

Die Zusammensetzung enthalt als mindestens ein Metallhalogenid MgCl 2 . Daneben kann die 
Zusammensetzung weitere Alkali- und/oder Erdalkalimetallhalogenide, vorzugsweise Chlori- 
de, besonders bevorzugt KC1 enthalten. 

Die Zusammensetzung ftir die PCR muss mindestens einen Primer enthalten. Ein Primer ist 
eine Oligonukleotidsequenz, welche an das zu amplifizierende Polynukleotid anhaftet und ftir 
die Arbeit der Polymerase notwendig ist. Im Fall der Amplifizierung von doppelstrangiger 
DNA sind zwei Primer erforderlich. Die Primer sind in AbhSngigkeit von dem zu amplifizie- 
renden Polynukleotid auszuwahlen. Entsprechende Primer sind dem Fachmann bekannt Er- 
findungsgemass bevorzugt sind Primer, die aus Abschnitten der 16SRNA bestehen. 

Die bevorzugte Zusammensetzung enthalt weiterhin einen Stabilisator. Der Stabilisator stabi- 
lisiert die Polymerase bei der Lyophilisation und ermoglicht eine Langzeitlagerung der Zu- 
sammensetzung ohne nennenswerten Aktivitatsverlust des Enzyms. Die Lyophilisation von 
Proteinen sowie hierfur verwendete Stabilisatoren sind bekannt. Der Stabilisator ist fUr die 
Aufrechterhaltung der Tertiarstruktur des Proteins wahrend der Lyophilisation verantwortlich. 
Bekanntlich ist die Tertiarstruktur eines jeden Proteins unterschiedlich. Es kann somit nicht 
verlasslich vorhergesagt werden, welcher Stabilisator fur welches Protein geeignet ist. Es 
wurde gefunden, dass zur Stabilisierung von Taq-Polymerase Disaccharide und insbesondere 
bevorzugt Trehalose geeignet ist. ErfindungsgemSss bevorzugt enthalt daher eine Zusammen- 
setzung mit Taq-Polymerase als Enzym ein Disaccharid und vorzugsweise Trehalose. 

Die bevorzugte Zusammensetzung enthalt weiterhin Stoffe zur Detektion des Reaktionspro- 
dukts. Hierbei handelt es sich urn Substanzen, die durch physikalische Methoden detektierbar 
sind und sich an das amplifizierte Polynukleotid binden oder haften. Durch Detektion der 
Substanz kann somit die Anwesenheit des Polynukleotids ermittelt werden. Herkommlicher- 
weise werden als derartige Substanzen Farbstoffe eingesetzt. Als Beispiele seien Farbstoffe 
fur die Gelelektrophorese oder Farbstoffe fur die Fluoreszenzmessung genannt. Erfindungs- 
gemass bevorzugt sind Stoffe, die sich fluorometrisch erfassen lassen. Derartige Farbstoffe 
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sind dem Fachmann bekannt. Als Beispiel sind hier Fluorescein, Fluoresceinisothiocyanate, 
LC-Rot 640, LC-Rot 705, Rhodamin R6G, Oregon 488, Rhodolgriin oder FAM aufgefuhrt 

ErfindungsgemSss konnen jedoch auch Komponenten verwendet werden, die bei der FRET 
(fluorescence resonance energy transfer pair)-Technologie zum Einsatz kommen. Hierbei 
werden zwei unterschiedliche Oligonukleotide, die mit Fluorphoren verbunden sind und als 
Sensor und Anchor bezeichnet werden, der PCR-Reaktionsmischung zugegeben. Diese Oli- 
gonukleotide sind so auszuwahlen, dass sie in raumlicher Nahe zueinander an das amplifizier- 
te Polynukleotid anhaften konnen. Das Anchor-Oligonukleotid ist mit einem als Donor- Fluo- 
rophor bezeichneten Farbstoff verbunden. Wenn die amplifizierte Reaktionsmischung mit 
elektromagnetischer Strahlung entsprechender Wellenlange bestrahlt wird, nimmt das Donor- 
Fluorphor die einfallende elektromagnetische Strahlung auf und transferiert diese auf das in 
raumlicher Nahe befindliche Akzeptor-Fluorophor. Das Akzeptor-Fluorophor ist vorzugswei- 
se an das Sensor-Oligonukleotid gebunden und erzeugt aufgrund der vom Donor-Fluorophor 
transferierten elektromagnetischen Strahlung eine erfassbare Fluoreszenzemission. Ausfuh- 
rungsformen der FRET-Technologie sind beispielsweise in der US-6, 174,670, der WO 
92/14845 oder der EP-B-0 870 063 beschrieben. 

Weiterhin kann gemass der vorliegenden Erfindung der Zusammensetzung Carbopol 940 zu- 
gegeben werden, urn oxidative Effekte zu verhindern. 

Die Polymerase-StammlOsung, enthaltend die Polymerase, die Pufferlosung sowie Rinderse- 
rumalbumin, wird mit einer Pufferlosung, mindestens einem Alkali- und/oder Erdalkalime- 
tallhalogenid, mindestens einem Primer, sowie einem Farbstoff (im Fall der Anwendung der 
FRET-Technologie mit einem Anchor- und einem Sensor-Oligonukleotid) und sanftem Riih- 
ren vermischt. Anschliessend werden die entsprechenden Desoxyribonukleotidtriphosphate 
(dNTPs), der Stabilisator sowie gegebenenfalls zusatzliche Komponenten zugegeben. Die so 
erhaltene Mischung wird anschliessend nach dem Fachmann bekannten Standard-Methoden 
lyophilisiert. 

Das so erhaltene Lyophilisat zeichnet sich durch eine hohe Lagerstabilitat aus. Es tritt nahezu 
kein Aktivitatsverlust der Polymerase auf 
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Obwohl die Bereitstellung der Zusammensetzung in Form eines Lyophilisats die bevorzugte 
Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung darstellt, konnen jedoch auch andere dem 
Fachmann bekannte Moglichkeiten gewahlt werden, urn die vorstehende Zusammensetzung 
an den Trager zu binden. 

Eine erfindungsgemass besonders bevorzugte Reaktionsmischung umfasst unter anderem fol 
gende Komponenten in folgenden Mengen: 



Komponente 


Menge 


Pufferlosung aus 50 mM Tris (pH=8.3), 0.25 mg/ml Rinderse- 
rumalbumin, 0.5-1.0% Ficoll und 1 mM MgCl 2 


2,0^1 


50 mM KC1 


5,0^1 


200 \iM dNTP 


2,0 nl 


Polymerase-Stammlosung (0,4 U/10 nl Polymerase, 250 
jag/ml Rinderserumalbumin) 


2,0 |^1 


0,5 ^M Primer 1 


1,0 nl 


0,5 nM Primer 2 


1,0 nl 


0,2 jiM Sensor-Oligonukleotid 


0,2 ^ 


0,4 nM Anchor-Oligonukleotid 


0,4 nl 


l,0mMMgCl 2 


0,8^1 


Trehalose 


8% (w/v) 



Wahrend des Durchtritts der Probe durch vorzugsweise die Membran wird die besonders be- 
vorzugt an der Unterseite der Membran befindliche Zusammensetzung von der Probenflus- 
sigkeit mitgerissen beziehungsweise in dieser gelost. Auf diese Weise tritt beim Auslass der 
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Einheit ein fertiges Reaktionsgemisch aus, das neben dem zu amplifizierenden und zu unter- 
suchenden Polynukleotid die Bestandteile der Zusammensetziing umfasst. 

Der Durchtritt der Probe durch die Membran kann beschleunigt werden, indem man an der 
vom Auslass abgewandten Seite der Membran Uberdruck anlegt oder an der dem Auslass 
zugewandten Seite der Membran Unterdruck anlegt. Dies kann durch die vorstehend be- 
schriebenen Massnahmen durchgefUhrt werden. 

Das vorstehend beschriebene einfache Verfahren kann nur mit Proben durchgeftihrt werden, 
bei denen weder eine Lyse von Zellen zur Freisetzung von Polynukleotiden noch eine Reini- 
gung der Probe erforderlich ist. Bei der deutlichen Mehrzahl von biologischen Proben sind 
aber die vorstehend genannten Schritte erforderlich. Gemass einer bevorzugten Ausftihrungs- 
form der vorliegenden Erfindung umfasst daher das erfindungsgemasse Verfahren zwischen 
den Schritten a) und b) als zusatzliche Schritte 
al ) eine Lyse von Zellen in der Probe 

a2) die Trennung der Polynukleotide von anderen Probenbestandteilen. 

Die Lyse von Zellen kann nach herkommlichen Verfahren aus dem Stand der Technik durch- 
geftihrt werden. Gemass einer Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung wird hierfur ein 
Lysemittel zur in der Einheit befindlichen Probe gegeben. Die erste Membran in der Einheit 
ausgehend vom Einlass weist eine derartige Porengrosse auf, dass Zellen nicht hindurchtreten 
konnen. Andererseits konnen die durch die Lyse der Zellen erhaltlichen Teilchen durch diese 
Membran gelangen. 

Eine weitere Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung besteht darin, dass der Schritt der 
Lyse dadurch erfolgt, dass die erste Membran in der Einheit ausgehend vom Einlass mit ei- 
nem Lysemittel imprSgniert ist. Wenn die zellhaltige Probe mit der Membran in Kontakt 
kommt, wird die Lyse der Zellen ausgelost. 

Herkommliche und fiir die vorliegende Erfindung verwendbare Lysemittel umfassen bei- 
spielsweise ein Detergens. Es k6nnen anionische Detergentien wie N-Lauroylsarcosin oder 
Natriumdodecylsulfat verwendet werden. Weiterhin verwendbar sind enzymatische Lysemit- 
tel. Als erfmdungsgemass bevorzugtes Beispiel hierfur ist Proteinase K genannt. Nicht geeig- 
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net fur das erfindungsgemasse Verfahren sind jedoch Lysemittel mit Bestandteilen, welche 
die nachfolgende chemische Reaktion und Detektion stOren. Beispielsweise storen Chelat- 
bildner eine nachfolgende PCR und deren Auswertung. Bei der Zubereitung von Reaktions- 
gemischen fiir die PCR sind daher Lysemittel mit chelatisierenden Bestandteilen zu vermei- 
den. Die Menge an Lysemittel ist abhangig von der im Probenvolumen enthaltenen Menge an 
Zellen. Erfindungsgemass bevorzugt wird eine Menge von 1-10 jjiI Lysemittel bereitgestellt. 

Bei dem erfindungsgemassen Verfahren durchlauft die Probe in der Einheit in Abhangigkeit 
von der Beschaffenheit der Probe und den Anforderungen an die Reinheit des bereitzustellen- 
den Reaktionsgemisches mehrere zusatzliche Membranen oder Trager. Wie vorstehend be- 
schrieben werden hierfur in der Einheit zwischen dem Einlass und dem Trager, an welche die 
Zusammensetzung gebunden ist, zusatzlich 1 oder mehrere Membranen oder Trager, vor- 
zugsweise 4 Membranen bereitgestellt. Diese Membranen oder Trager sind vorzugsweise so 
angeordnet, dass sich ihre Porengrosse mit zunehmender Entfernung vom Einlass der Einheit 
verkleinert. Auf diese Weise kann eine schrittweise Abtrennung immer kleinerer Bestandteile 
von der Probe erfolgen, ohne dass die Gefahr einer Verstopfiing einer Membran besteht. Die 
Porengrosse und Beschaffenheit der Membranen ist vorstehend beschrieben. 

Aufgrund des Durchtritts durch die verschiedenen Membranen oder Trager wird ein zuneh- 
mender Reinheitsgrad der in der Probe befindlichen Polynukleotide erreicht. Durch die erfin- 
dungsgemasse Anordnung von Membranen oder Tragern bedarf es beim erfindungsgemassen 
Verfahren im Gegensatz zu den herkommlichen Verfahren aus dem Stand der Technik keiner 
Waschschritte. Die Zugabe von Waschlosungen beinhaltet neben dem zusatzlichen Ar- 
beitsaufwand grundsatzlich die Gefahr einer Kontamination des resultierenden Reaktionsge- 
misches. Derartige Schritte werden daher erfindungsgemass vermieden. 

Eine weitergehende Reinigung kann erreicht werden, wenn in einem Zwischenraum zwischen 
zwei Membranen eine Festkorper absorbierende Substanz wie beispielsweise Aerosil bereit- 
gestellt wird. Auf diese Weise konnen Bestandteile wie das Hemoglobin aus einer Blutprobe 
entfernt werden, ohne dass es zu einer Verstopfiing eines Filters kommt. Erfindungsgemass 
bevorzugt ist diese Festkorper absorbierende Substanz zwischen den ersten beiden Membra- 
nen ausgehend von Einlass der Einheit angeordnet. 
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Gemass einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung konnen wie vorste- 
hend beschrieben eine oder mehrere der vorstehend beschriebenen Membranen oder Trager 
mit einer Substanz impragniert sein, welche die Oberflachenspannung von Flussigkeiten er- 
hQhen kann. Dies fiihrt einerseits zu einem zusatzlichen Filtereffekt und andererseits zu einem 
besseren Fliessverhalten des Reaktionsgemisches. Es konnen alle Substanzen eingesetzt wer- 
den, die den entsprechenden Effekt auf die Oberflachenspannung ausuben und zur Impragnie- 
rung einer Membran geeignet sind. Erfindungsgemass bevorzugt werden hierfur polymere 
Siliciumverbindungen verwendet. Erfindungsgemass besonders bevorzugt werden Polydi- 
methylsiloxane wie Dimeticon® eingesetzt. Dimeticon® ist eine als Arzneimittel im Handel 
erhaltlicher Substanz gegen Magenbeschwerden. Es hat die chemische Formel 
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Gemass einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung umfasst 
der Schritt der Trennung der Polynukleotide von anderen Probenbestandteilen das in Kontakt 
bringen der Probe mit einem Trager, vorzugsweise einer Membran, die zur Bindung von Po- 
lynukleotiden vorgesehen ist. Die Beschaffenheit dieser Membran ist vorstehend bereits er- 
lautert worden. Erfindungsgemass bevorzugt werden die unter den erfindungsgemassen Zube- 
reitungsbedingungen negativ geladenen Polynukleotide durch Bereitstellung von fiinktionel- 
len Gruppen auf der Membran, welche eine positive Ladung besitzen und/oder ausbilden 
konnen, an die Membran gebunden. Es konnen hierfur herkommliche Kationen- 
Austauscherharze als Material fiir den Filter oder zur Impragnierung eines Filters aus einem 
der vorstehend aufgefuhrten Materialien verwendet werden. Erfindungsgemass bevorzugt 
weist diese Membran Aminogruppen wie Diethylaminoethyl-(DEAE)-Gruppen auf 

Die anderen Probenbestandteile, welche nicht an diese Membran binden, treten durch die 
Membran und werden so von den an die Membran gebundenen Polynukleotiden getrennt. 
Gemass einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung werden die nicht an 
diese Membran gebundenen Probenbestandteile in einen Abfallbehalter geleitet. Unterhalb 
der Polynukleotide bindenden Membran ist eine Reguliereinheit wie ein Dreiwegehahn be- 
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reitgestellt. Dieser ist beim Einfullen der Probe in die Einheit so eingestellt, dass er durchtre- 
tende Substanz in den Abfallbehalter leitet. 

Nach Durchtritt der Probe durch die Polynukleotide bindenden Membran und deren Leitung 
in den Abfallbehalter werden die Polynukleotide gemass dieser bevorzugten Ausfuhrungs- 
form der vorliegenden Erfindung von der Membran eluiert. Hierzu wird ein Eluiermittel auf 
die Membran gebracht. Grundsatzlich kann das Eluiermittel durch den Einlass oder eine be- 
liebige andere oberhalb des vorstehenden Tragers vorhandene Offhung in die Einheit einge- 
fiihrt werden. Wie vorstehend ausgeflihrt ist es jedoch erfindungsgemass bevorzugt, das Elu- 
iermittel in einem Vorratsbehalter einer Einheit zur Zufuhrung einer Fliissigkeit aufzubewah- 
ren und durch Zerstoren einer Membran durch Anlegen von Unterdruck in die Einheit einzu- 
fiihren. 

Erfindungsgemass konnen herkommliche Eluiermittel eingesetzt werden. Die Wahl des Elu- 
iermittels ist von der Beschaffenheit der Polynukleotide bindenden Membran abhangig und 
kann vom Fachmann routinemassig durchgefuhrt werden. Nicht geeignet fur das erfindungs- 
gemasse Verfahren sind jedoch Eluiermittel mit Bestandteilen, welche die nachfolgende che- 
mische Reaktion und Detektion storen. Beispielsweise storend Chelatbildner eine nachfolgen- 
de PCR und deren Auswertung. Bei der Zubereitung von Reaktionsgemischen fur die PCR 
sind daher Eluiermittel mit chelatisierenden Bestandteilen zu vermeiden. Erfindungsgemass 
bevorzugt wird eine Hochsalzlosung als Eluiermittel eingesetzt. Unter einer Hochsalzlosung 
wird gemass der vorliegenden Erfindung eine etwa 0,7-2 M SalzlSsung verstanden. Bevorzugt 
sind jedoch 0,9- 1,8 M Salzldsungen als Eluiermittel. Vorzugsweise weist das erfindungsge- 
masse Eluiermittel einen pH-Wert von 8,0 bis 8,5 auf, der durch Einstellung mit beispielswei- 
se einem Alkalimetallhydroxid wie Natronlauge erreicht werden kann. Die Menge an Eluier- 
mittel ist abhangig von der im Probenvolumen enthaltenen Menge an Polynukleotiden. Erfin- 
dungsgemass bevorzugt wird im Vorratsbehalter eine Menge von 0,1-1,5 |il Eluiermittel be- 
reitgestellt. 

Bei dem erfindungsgemassen Verfahren dieser Ausfuhrungsform wird nach dem Durchtritt 
der iibrigen Probenbestandteile durch die Polynukleotide bindende Membran die Regulierein- 
heit wie der Dreiwegehahn so verandert, dass mm ankommende Flussigkeit nicht in den Ab- 
fallbehalter, sondern durch den Trager, an welchen die Zusammensetzung gebunden ist, in 



WO 2005/007882 



PCT/EP2004/007284 



17 

eine entsprechende Auffangvorrichtung geleitet wird. Gemass einer bevorzugten Ausfiih- 
rungsform der Einheit mit Vorratsbehalter fiir das Eluiermittel wird Unterdruck angelegt und 
somit die Membran der Einheit zur Zufuhrung des Eluiermittels zerstort. Alternativ wird das 
Eluiermittel durch den Einlass der Einheit in die Einheit gegeben. Das Eluiermittel gelangt 
auf die Polynukleotide bindende Membran und eluiert die Polynukleotide von dieser Memb- 
ran. 

Das die Polynukleotide enthaltende Eluat tritt durch den Trager, vorzugsweise die Membran, 
an welchen die Zusammensetzung gebunden ist. Es kommt zu einer Aufhahme der Zusam- 
mensetzung in das Eluat und somit zur Bildung des fertigen Reaktionsgemisches. 

Das fertige Reaktionsgemisch tritt durch den Auslass aus der erfindungsgemassen Einheit aus 
und wird in einer geeigneten Auffangvorrichtung aufgefangen. Es ist hierbei zu beachten, 
dass die Offhung zum Anlegen eines Unterdrucks, falls ein solcher angelegt wurde, rechtzei- 
tig verschlossen wird, um einen Durchtritt des Reaktionsgemisches durch diese Offhung zu 
vermeiden. 

Der gesamte Zubereitungsvorgang des erfindungsgemassen Verfahrens ist somit sehr schnell 
und wenig arbeitsaufwendig. Typischerweise ist nach 3-5 Minuten das fertige Reaktionsge- 
misch bereitgestellt. Da der gesamte Vorgang in einer Vorrichtung durchgefuhrt wird, besteht 
beim erfindungsgemassen Verfahren nur ein geringes Kontaminierungsrisiko. 

Mit der erfindungsgemassen Einheit und dem erfindungsgemassen Verfahren konnen auch 
geringe Probenvolumina verarbeitet werden. Das fertige Reaktionsgemisch kann typischer- 
weise ein Volumen von etwa 1 nl bis 2 |al aufweisen. Selbstverstandlich konnen jedoch auch 
grossere Probenvolumina verarbeitet werden, gegebenenfalls unter Anpassung der vorstehend 
genannten Mengen an erforderlichem Eluiermittel und Lysemittel. 

Die erfindungsgemasse Einheit eignet sich aufgrund der einfachen Bedienung auch fur eine 
automatisierte Zubereitung von Reaktionsgemischen. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft weiterhin eine Vorrichtung zur Zubereitung von Reakti- 
onsmischungen fur chemische Reaktionen, insbesondere fur die Polymerase-Kettenreaktion, 
umfassend 

a) mindestens eine vorstehend beschriebene Einheit; 

b) mindestens eine Reaktionsvorrichtung, welche ttber eine Offhung mit dem Auslass 
einer Einheit in Verbindung steht und nach dem Befullen mit einem Reaktionsgemisch 
von der Probenzubereitungsvorrichtung getrennt werden kann. 

Gemass einer bevorzugten Ausfiihrungsform werden mehrere, beispielsweise 3 Einheiten wie 
beispielsweise Kartuschen in einem Gehause bereitgestellt. Bei dem Gehause kann es sich 
beispielsweise urn einen Korper aus Kunststoff wie einem Polycarbonatblock handeln. Jede 
Einheit ist uber ihren Auslass mit einer separaten Auffangvorrichtung verbunden. Auf diese 
Weise konnen beispielsweise gleichzeitig ein Reaktionsgemisch, eine Positivprobe und eine 
Negativprobe zubereitet werden. 

Die aus den Einheiten austretenden Losungen gelangen in eine oder mehrere Reaktionsvor- 
richtungen. Reaktionsvorrichtungen sind gemass der vorliegenden Erfindung Vorrichtungen, 
welche zur Durchfuhrung einer chemischen Reaktion wie der PCR und vorteilhaft auch zur 
Durchfuhrung einer anschliessenden Auswertung geeignet sind. Derartige Reaktionsvorrich- 
tungen sind beispielsweise fur die PCR beschrieben. Es wird diesbezuglich auf die US- 
5,589,136, US-5,639,423 und die US-5,958,349 verwiesen, deren entsprechender Inhalt hier- 
mit ausdrilcklich in die vorliegende Anmeldung aufgenommen wird. Eine weitere geeignete 
Reaktionsvorrichtung ist in der WO 03/019158 beschrieben, deren diesbezuglicher Inhalt 
hiermit durch Bezugnahme ausdnicklich eingefugt wird. 

Gemass der vorliegenden Erfindung ist die Vorrichtung so ausgestaltet, dass die Einheit von 
der Reaktionsvorrichtung getrennt werden kann. Eine Ausgestaltung erlaubt die Entnahme der 
Reaktionsvorrichtung aus der Probenzubereitungsvorrichtung. Die Reaktionsvorrichtung wird 
uber die Einheit befiillt, anschliessend entnommen und in ein Gerat zur Durchfuhrung und 
gegebenenfalls Auswertung einer chemischen Reaktion wie einer PCR iiberfuhrt. Eine alter- 
native Ausgestaltung erlaubt die Trennung der Einheit von der restlichen Vorrichtung. In die- 
sem Fall kann sich die Reaktionsvorrichtung in einem Gerat zur Durchfuhrung und gegebe- 
nenfalls Auswertung einer chemischen Reaktion wie einer PCR befinden, wahrend sie uber 
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die Einheit befullt wird. Anschliessend wird die Einheit von der Reaktionsvorrichtung ge- 
trennt 

Die vorliegende Erfindung wird nachstehend anhand von nicht einschrankenden Zeichnungen 
und Beispielen veranschaulicht. Es zeigen: 

Fig. 1 eine erste Ausfuhrungsform der erfindungsgemassen Einheit 

Fig. 2 eine zweite Ausfuhrungsform der erfindungsgemassen Einheit 

Fig. 3 eine Ausfiihrungsform der erfindungsgemassen Probenzubereitungsvorrichtung 

In Fig. 1 ist eine ersten Ausfuhrungsform der erfindungsgemassen Einheit in Form einer Kar- 
tusche gezeigt. Es handelt sich hierbei urn eine Kartusche zur Zubereitung eines Reaktions- 
gemisches ohne Lyse- oder Reinigungsschritte. Die Kartusche (1) weist einen Einlass (2) und 
einen Auslass (3) auf. In der Kartusche (1) ist eine Membran (4) vorhanden, an welche die 
Zusammensetzung, vorzugsweise das Lyophilisat, gebunden ist. Zusatzlich besitzt die Kartu- 
sche (1) eine Offhung (5) zum Anlegen eines Unterdrucks. Beispielsweise kann an die Off- 
nung (5) ein Schlauch einer Vakuumpumpe angeschlossen werden. Eine Probe wird durch 
den Einlass (2) in die Kartusche (1) gegeben. Die Probe tritt durch die Membran (4) und ver- 
mengt sich hierbei mit der Zusammensetzung. Anschliessend tritt das fertige Reaktionsge- 
misch durch den Auslass (3) aus und gelangt in die Auffangvorrichtung (6). 

In Fig. 2 ist eine Ausfiihrungsform der erfindungsgemassen Einheit in Form einer Kartusche 
(1) gezeigt, welche zusatzliche Einrichtungen zur Lyse und Reinigung einer Probe aufweist. 
Oberhalb des Einlasses (2) der Kartusche (1) ist eine Kapillare (7) optional vorgesehen, urn 
die Einfuhrung definierter Volumina in die Kartusche (1) zu ermoglichen. 

Die Probe gelangt zunachst auf einen Filter (8) mit einer Porengrosse, welche den Durchtritt 
intakter Zellen nicht erlaubt. Es wird nun eine Lyse der Probe durchgefuhrt. Dies kann entwe- 
der durch Zugabe eines Lysemittels durch den Einlass (2) oder durch Bereitstellung eines mit 
Lysemittels impragnierten Filters (8) erreicht werden. 

Die lysierte Probe tritt anschliessend durch den Filter (9), der mit einem kleineren Poren- 
durchmesser versehen ist als Filter (8). Werden Volumina tiber 1 ml verarbeitet, so kann op- 



WO 2005/007882 



PCT7EP2004/007284 



20 

tional im Zwischenraum zwischen den Filtem (8) und (9) eine Festkorper absorbierende Sub- 
stanz bereitgestellt werden. Die Fliissigkeit gelangt so weiter auf den Filter (10). Der Filter 
(10) ist ein Polynukleotide bindender Filter, der wie vorstehend beschrieben ausgestaltet ist. 
Die Polynukleotide binden an den Filter (10), wahrend die restlichen Probenbestandteile 
durch den Filter (10) dringen und durch den Filter (1 1) in den Abfallbehalter (15) gelangen. 
Der Dreiwegehahn (14) ist so eingestellt, dass die die Kartusche (1) durchlaufende Substanz 
in den Abfallbehalter (15) geleitet wird. 

Anschliessend wird der Dreiwegehahn (14) so eingestellt, dass nun die Kartusche (1) durch- 
laufende Substanz in die Auffangvorrichtung (6) geleitet wird. Es wird uber die Offhung (5) 
ein Unterdruck an die Kartusche (1) angelegt, welcher die Membran (12) der Zufuhreinheit 
zerstOrt. Aus dem Vorratsbehalter (13) gelangt nun Eluiermittel in die Kartusche (1). Das Elu- 
iermittel eluiert die Polynukleotide von dem Filter (10). Der Filter (10) kann zusatzlich mit 
einer die Oberflachenspannung erhohenden Substanz wie einem Polysilan, beispielsweise 
Dimeticon®, imprSgniert sein. Durch diese hnpragnierung wird einerseits ein zusatzlicher 
Filtereffekt erreicht Andererseits wird das Impragniermittel vom Eluat aufgenommen. Das 
fiihrt dazu, dass das fertige Reaktionsgemisch eine bessere Gangigkeit in FlussigkeitskanSlen 
aufweist. 

Das die Polynukleotide enthaltende Eluat tritt durch den Filter (1 1) und gelangt auf die Mem- 
bran (4), an welche die Zusammensetzung gebunden ist. Beim Durchtritt durch die Membran 
(4) nimmt das Eluat die Zusammensetzung auf, wodurch das fertige Reaktionsgemisch gebil- 
det wird. An die Offcung (5) sollte mm kein Unterdruck mehr angelegt sein, urn ein 
Durchtreten der Reaktionsgemisches durch die Offhung (5)zu vermeiden. Das Reaktions- 
gemisch tritt schliesslich durch den Auslass (3) und gelangt in die Auffangvorrichtung (6). 

In Fig. 3 ist eine Ausfiihrungsform einer erfindungsgemassen Probenzubereitungsvorrichtung 
gezeigt. In einem Korper (17), beispielsweise einem Block aus Polycarbonat, sind drei Ein- 
heiten wie beispielsweise Kartuschen (1) angeordnet. Diese sind mit einer Reaktionsvorrich- 
tung (16) derart verbunden, dass das aus den jeweiligen Kartuschen (1) austretende Reakti- 
onsgemisch uber Leitungen separaten Offhungen der Reaktionsvorrichtung (16) zugefiihrt 
wird. Auf diese Weise lassen sich gleichzeitig mehrere Reaktionsgemische, im vorliegenden 
Fall drei, zubereiten und in Kammern einer Reaktionsvorrichtung (16) Uberfiihren. Anschlie- 
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ssend werden die Kartuschen (1) und der Korper (17) von der Reaktionsvorrichtung (16) ge- 
trennt. Im vorliegenden Fall wird die Reaktionsvorrichtung (16) entnommen und in ein Gerat 
zur Durchfuhrung und Auswertung einer chemischen Reaktion iiberfuhrt. Wie vorstehend 
ausgeftihrt kann gemass einer anderen Ausftihrungsform die Reaktionsvorrichtung (16) be- 
reits wahrend des Befullens im Gerat zur Durchfuhrung und Auswertung einer chemischen 
Reaktion angeordnet sein. In diesem Fall werden nach dem Zubereiten der Reaktionsmi- 
schungen die Kartuschen (1) und der Korper (17) von der Reaktionsvorrichtung (16) abge- 
nommen. 

Mit der vorliegenden Erfindung konnen Reaktionsgemische ftir chemische Reaktionen auf 
einfache Weise zubereitet werden. Insbesondere ist das System als Bestandteil der Durchfuh- 
rung von chemischen Reaktionen geeignet, bei denen kontrollierte Temperaturcyclen durch- 
laufen werden mxissen. Ein Beispiel ftir eine derartige Reaktion ist die einleitend beschriebene 
Polymerase-Kettenreaktion (PCR). 

Mit der vorliegenden Erfindung wird somit die Durchfuhrung von Verfahren erleichtert, mit 
denen zwischen unterschiedlichen in einer Reaktionsmischung befmdlichen Polynukleotiden 
(DNA oder RNA) differenziert werden soli oder verschiedene Mutationen in Polynukleotiden 
mit dem erfindungsgemassen System nachgewiesen werden sollen. Somit kann das erfin- 
dungsgemasse System zum Nachweis von Protozoen, Pilzen, Bakterien, Viren oder bestimm- 
ten DNA-Mutationen eingesetzt werden. Neben der Diagnose von Krankheiten oder Veranla- 
gungen fur Krankheiten kann das erfindungsgemasse System somit auch ftir das Gebiet der 
Pharmacogenomics verwendet werden, d.h. der individuell nach der genetischen Veranlagung 
des Patienten ausgelegten Therapie, beziehungsweise fur Phytochemie, Veterinarmedizin, 
Veterinarbiochemie, Mikrobiologie oder allgemein fiir Gebiete, bei denen Polynukleotidana- 
lytik betrieben werden muss. 

Beispiel 1 

Es wurden 500 fil Vollblut in die erfindungsgemasse Kartusche getropft. Das Blut war zusatz- 
lich mit EDTA versetzt, urn die Gerinnungskaskade und eine Proteolyse zu verhindern. Das 
Vollblut wurde zur Entfernung der grobsten Partikel durch einen Vorfilter (Durchmesser 0.5 
pm) gesaugt. Dann wurde die Probe durch einen Nylonfilter (Durchmesser 0.5 ^m) als zweite 
Reinigungsstufe gefuhrt. Das Blut gelangte anschliessend ttber eine Membran (DEAE- 
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Membran / Hibond), die auf der Unterseite mit einer Dimeticon-Losung impragniert war, zum 
vierten Filter, einem Benetzungsfilter. Nach Passage des Blutes wurde der Hahn von der Stel- 
lung „waste" auf die Stellung chip" gedreht. Gleichzeitig wurde das Vakuum erhoht, bis die 
Membrane mit dem HochsalzPuffer (1 M NaCl) platzte. Dieser Puffer gelangte auf den Be- 
netzungsfilter und riss nun die Nukleinsauren von der Membran weg und fuhrte diese durch 
einen zweiten Kanal uber einen porosen Hartfilter, auf dessen Unterseite das Lyophilisat ge- 
bunden war. Das Lyophilisat hatte die vorstehend fur die Reaktionslosung beschriebene Zu- 
sammensetzung und war aus dieser durch herkommliche Lyophilisiermethoden erhalten wor- 
den. Die Menge an Lyophilisat wurde derart gewahlt, dass nach Benetzung eine Endkonzent- 
ration an Primer von 0.5 /imol/1, an Anker- und Sensor-Sonden von 0.2-0.4 /xmol/1, an Mag- 
nesiumchlorid zwischen 1-5 mmol/1, an dNTP, dUTP-UDG entsprechend nach Problemstel- 
lung (ca. 2 mmol/1), an Polymerase AmpliTaq Gold (5U) von 7 /il), sowie 8% Trehalose oder 
Mannose, 1.3% Carbopol 940, 1% Tween 20 erhalten wurden. Nach Durchfluss der Losung 
in den Mikrochip gemass der WO 03/019158 (oder ein anderes Analysesystem) war die Lo- 
sung nun bereit flir eine PCR- Analytik. 

Beispiel 2 

Analog zu Beispiel 1 wurde Vollblut in die erfindungsgemasse Kartusche getropft. Anschlies- 
send wurde die Kartusche verschlossen und wahrend 5 Minuten auf 95°C erhitzt und fiir 10 
Minuten urn die eigene Achse zentrifugiert. Anschliessend wurde eine Vakuum angelegt. Das 
vom Blutkuchen getrennte Plasma konnte ohne Hochsalzlosung direkt uber den Benetzungs- 
filter und den Hartfilter mit dem darauf befindlichen Lyophilisat gefuhrt werden. Nach 
Durchfluss der Lfisung in den Mikrochip gemass der WO 03/019158 (oder ein anderes Analy- 
sesystem) war die Losung nun bereit fiir eine PCR-Analytik. 

Beispiel 3 

Die Vollblutprobe wurde zunachst fiir 10 Minuten bei 2500 U/min zentrifugiert. 300 fil des so 
gewonnenen Blutplasmas wurden einmal mit EDTA versetzt und in die erfindungsgemasse 
Kartusche getropft, und ein anderes Mai direkt in die erfindungsgemasse Kartusche getropft. 
Die Probe durchlief die in Beispiel 1 beschriebenen Filter, wobei eine Grobreinigung nicht 
mehr erforderlich war. Die Probe konnte ohne Hochsalzlosung direkt uber den Benetzungsfil- 
ter und den Hartfilter mit dem darauf befindlichen Lyophilisat gefuhrt werden. Nach 
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Durchfluss der Losung in den Mikrochip gemass der WO 03/019158 (oder ein anderes Analy- 
sesystem) war die Losung nun bereit fur eine PCR-Analytik. 

Belspiel 4 

Analog zu Beispiel 2 wurde statt einer Vollblutprobe eine Urinprobe verarbeitet und einer 
PCR-Analytik zugefuhrt. 

Beispiel 5 

Die gemass Beispiel 1 bis 4 erhaltenen Proben wurden wie in der WO 03/019158 beschrieben 
einer herkommlichen PCR-Reaktion unterzogen und ausgewertet Es wurden sehr zuverlassi- 
ge und genaue Charakterisierungen von Polynukleotiden erhalten. 
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Patentanspruche 

1 . Zusammensetzung, vorzugsweise Lyophilisat, zur Durchfuhrung chemischer Reaktio- 
nen, insbesondere fur die Polymerase-Kettenreaktion, enthaltend 

i) eine Losung umfassend eine Polymerase, vorzugsweise DNA-Polymerase, ins- 
besondere Taq-Polymerase; 

ii) MgCl 2 sowie gegebenenfalls mindestens ein weiteres Alkali- und/oder Erdalka- 
limetallhalogenid, vorzugsweise KC1; 

iii) Desoxyribonukleotidtriphosphate (dNTPs); 

iv) mindestens einen, vorzugsweise zwei Primer; 

v) einen Stabilisator, vorzugsweise ein Disaccharid, insbesondere Trehalose; 

vi) Stoffe zur Detektion des Reaktionsprodukts; und 

vii ) gegebenenfalls weitere Zusatzstoffe. 

2. Zusammensetzung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Stoffe zur De- 
tektion des Reaktionsprodukts Fluoreszenzfarbstoffe sind, die vorzugsweise an jeweils 
ein Anchor- und ein Sensor-Oligonukleotid gebunden sind. 

3. Einheit, vorzugsweise Kartusche, zur Zubereitung von Reaktionsgemischen fiir chemi- 
sche Reaktionen, insbesondere fur die Polymerase-Kettenreaktion, umfassend einen 
Einlass und einen Auslass sowie mindestens einen Trager, vorzugsweise eine Memb- 
ran, 

dadurch gekennzeichnet, dass 

an mindestens einen Trager die Zusammensetzung gemass Anspruch 1, vorzugsweise 
als Lyophilisat, gebunden ist. 

4. Einheit nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass eine Vorrichtung zum Anle- 
gen von Uberdruck oder Unterdruck bereitgestellt ist. 

5. Einheit nach einem der Anspriiche 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, dass oberhalb 
des Einlasses eine Kapillare angebracht ist. 
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6. Einheit nach einem der Anspriiche 3 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass zwischen 
dem Einlass und dem Trager, an welchen die Zusammensetzung gemass einem der 
Anspriiche 1 oder 2 gebunden ist, eine oder mehrere zusatzliche Membranen oder Tra- 
ger, vorzugsweise 4 zusatzliche Membranen vorhanden sind. 

7. Einheit nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens ein zusatzlicher 
Trager, vorzugsweise eine Membran, so ausgebildet ist, vorzugsweise durch Bereit- 
stellung von Diethylaminoethylgruppen, dass Polynukleotide daran gebunden werden 
konnen. 

8. Einheit nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass die zusatzliche Membran mit 
einem die Oberflachenspannung einer Fliissigkeit erhdhenden Substanz, vorzugsweise 
einem Polydimethylsiloxan, impragniert ist. 

9. Einheit nach einem der Anspriiche 6 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass in einem 
Raum zwischen zwei Membranen eine Feststoffe absorbierende Substanz, vorzugs- 
weise Aerosil, bereitgestellt ist. 

10. Einheit nach einem der Anspriiche 6 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass die dem Ein- 
lass am nachsten befindliche zusatzliche Membran mit einem Lysemittel impragniert 
ist. 

1 1 . Einheit nach einem der Anspriiche 6 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass oberhalb 
den zum Binden von Polynukleotiden vorgesehenen Trager eine Einheit zur Zufuh- 
rung einer Fliissigkeit, vorzugsweise eine Eluiermittels, bereitgestellt ist. 

12. Einheit nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass die Einheit zur Zufuhrung 
einer Fliissigkeit durch eine Membran, welche durch Anlegen von Unterdruck durch- 
lassig gemacht werden kann, vom Innenraum der Einheit getrennt ist. 

13. Verfahren zur Zubereitung von Reaktionsgemischen fur chemische Reaktionen, insbe- 
sondere fttr die Polymerase-Kettenreaktion, umfassend die Schritte: 

a) Einfuhren einer Probe in die Einheit gemass einem der Anspriiche 3 bis 12; 
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b) Durchtritt der Probe durch einen Trager, vorzugsweise eine Membran, an welche 
eine Zusammensetzung gemass einem der Anspriiche 1 oder 2 gebunden ist, so 
dass das fertige Reaktionsgemisch aus dem Auslass der Einheit austritt. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass zwischen den Schritten a) 
und b) als zusatzliche Schritte 

al) eine Lyse von Zellen in der Probe 

a2) die Trennung der Polynukleotide von anderen Probenbestandteilen 
durchgeftihrt werden. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass der Schritt al) durch in 
Kontakt bringen der Probe mit einer mit Lysemittel impragnierten Membran erfolgt. 

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 14 oder 15, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Schritt a2) das Binden der Polynukleotide an eine Membran, die Abtrennung der ttbri- 
gen Probenbestandteile und das anschliessende Eluieren der Polynukleotide von dieser 
Membran mit Hilfe eines Eluiermittels, vorzugsweise einer Hochsalzlosung, welche 
keine chelatbildenden Substanzen enthalt, umfasst. 

17. Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dass beim 
Schritt a2) die Probe durch 1 oder mehrere Membranen, vorzugsweise 4 Membranen 
geleitet wird. 

18. Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass beim 
Schritt a2) die Probe durch eine Feststoffe absorbierende Substanz geleitet wird. 

19. Vorrichtung zur Zubereitung von Reaktionsmischungen fur chemische Reaktionen, 
insbesondere ftir die Polymerase-Kettenreaktion, umfassend 

a) mindestens eine, vorzugsweise drei Einheiten, vorzugsweise Kartuschen, ge- 
mass einem der Anspriiche 3 bis 12; 

b) mindestens eine Reaktionsvorrichtung, welche iiber eine Offhung mit dem 
Auslass einer Einheit in Verbindung steht und nach dem Befullen mit einem 
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Reaktionsgemisch von der Probenzubereitungsvorrichtung getrennt werden 
kann. 

20. Vorrichtung nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass die mindestens eine 
Reaktionsvorrichtung nach dem Befullen mit einem Reaktionsgemisch aus der Pro- 
benzubereitungsvorrichtung entnommen und in eine Vorrichtung zur Durchftihrung 
und gegebenenfalls Auswertung einer chemischen Reaktion, vorzugsweise einer Po- 
lymerase-Kettenreaktion, uberfuhrt werden kann. 

21. Vorrichtung nach Anspruch 19 oder 20, weiterhin umfassend eine Vorrichtung zur 
Durchftihrung und Auswertung einer chemischen Reaktion, vorzugsweise einer Poly- 
merase-Kettenreaktion, dadurch gekennzeichnet, dass die mindestens eine Einheit 
nach dem Befullen der Reaktionsvorrichtung von der restlichen Vorrichtung getrennt 
werden kann. 

22. Verwendung einer Zusammensetzung gemass einem der Anspriiche 1 oder 2 zur Zube- 
reitung von Reaktionsmischungen flir chemische Reaktionen, insbesondere fur die Po- 
lymerase-Kettenreaktion. 

23. Verwendung einer Einheit gemass einem der Anspriiche 3 bis 12 zur Zubereitung von 
Reaktionsmischungen fur chemische Reaktionen, insbesondere fur die Polymerase- 
Kettenreaktion. 

24. Verwendung einer Probenzubereitungsvorrichtung gemass einem der Anspriiche 19 
bis 21 zur Zubereitung von Reaktionsmischungen fur chemische Reaktionen, insbe- 
sondere flir die Polymerase-Kettenreaktion. 

25. Verfahren zur Identifizierung von Polynukleotiden, vorzugsweise DNA, in einer Pro- 
be, umfassend die Zubereitung eines Reaktionsgemisches fur eine Polymerase- 
Kettenreaktion in einer Einheit gemass einem der Anspriiche 3 bis 12, Uberfuhrung 
des Reaktionsgemisches in eine Reaktionsvorrichtung und Durchftihrung und Auswer- 
tung einer Polymerase-Kettenreaktion. 
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